各種アジュバントを添加したPcrVワクチンの緑膿菌性肺炎に対する有効性の比較 by 濱岡 早枝子
論 文 内 容 の 要 旨
論文提出者氏名 濱岡 早枝子
論 文 題 目
Efficacy comparison of adjuvants in PcrV vaccine against Pseudomonas aeruginosa 
pneumonia 
論文内容の要旨
緑膿菌は、重症患者や免疫能の低下した患者、高齢患者に高い頻度で急性肺炎を引き起
こす菌であり、多剤耐性菌の増加により治療が困難となっている。緑膿菌感染を予防する
ワクチンの開発が新しい戦略として注目されているが、臨床認可されたワクチンは未だに
存在しない。緑膿菌はⅢ型分泌装置 (type Ⅲ secretion system, TTSS) という病原性の高
い毒性メカニズムを有している。この TTSS を介して、ExoS、ExoT、ExoU、ExoY とい
ったⅢ型分泌毒素を宿主細胞内に直接送り込み、細胞死、更には菌血症、敗血症、死亡を
引き起こす。PcrV は TTSS の先端部分を構成するキャップ状の構造を持った蛋白であり、
Ⅲ型分泌毒素の転移に必須である。この PcrVに対する特異的な抗体が、TTSSを介した菌
毒素の転移を阻害することが示されてきた。過去の報告では、遺伝子組み換え PcrV 
(rePcrV) を抗原とするワクチンを投与したマウスにおいて、致死的な緑膿菌感染後の生存
率に改善を認めた。しかし、上記ワクチンにはアジュバント (ワクチンの効果を増強する
物質) として Freund’s adjuvant (FA) が含まれており、ヒトには適用できない。緑膿菌に
対して有効で臨床応用可能なワクチンを開発するためには、適切なアジュバントの選択が
不可欠である。そこで、今回の研究では、FA、aluminum hydroxide (alum)、CpG 
oligodeoxynucleotide (CpG ODN) の 3種類のアジュバントの PcrVワクチンにおける有効
性を、緑膿菌性肺炎のマウスのモデルで検討した。
rePcrVを単独又はアジュバントと混合してワクチンを作製し、以下の投与群を設定した 
(各群の n=11)：PcrV-FA群、PcrV-alum群、PcrV-CpG (CpG ODN) 群、PcrV単独投与群。
さらに、アジュバントのみ投与する alum 単独投与群、CpG 単独投与群、生食のみ投与す
る saline-treated群も設定した。週齢 4のオスの ICRマウスに対し、0日目に上記のいず
れかのワクチン又は溶液を腹腔内投与し、20、40日目に追加投与を行った。60日目にマウ
スの末梢血を採取し、ELISA 法にて抗 PcrV IgG 抗体価、また抗 PcrV 抗体のアイソタイ
プとして IgG1、IgG2a、IgG2b、IgG3、IgA 抗体価を測定した。65 日目に緑膿菌 PA103 株
の致死量を気管内投与し、生死と体温を 24 時間経過観察した。66 日目に安楽死を行って
肺と血液を採取し、肺及び血液中の細菌数、肺浮腫の程度を示す lung edema index、炎症
度の指標となる myeloperoxidase (MPO) 活性の測定を行った。各群 1匹ずつの肺では病理
組織評価を行った。
ワクチン投与後の抗 PcrV IgG 抗体価は、saline-treated 群と比較して、PcrV-FA 群、
PcrV-alum 群、PcrV-CpG 群、PcrV 単独投与群で有意に上昇した (p<0.01)。また、PcrV
単独投与群と比較して、PcrV-FA群、PcrV-alum群、PcrV-CpG群において、抗 PcrV抗体
価が有意に高値となった (p<0.05)。アイソタイプに関して、抗 PcrV IgG1抗体価は PcrV-FA
群、PcrV-alum群、PcrV-CpG群の 3群間で有意差を認めなかった。一方、抗 PcrV IgG2a
抗体価は、PcrV-alum 群と比較して PcrV-FA 群と PcrV-CpG 群で有意に高値となった 
(p<0.05)。 
緑膿菌 PA103株に感染した 24時間後の生存率は、PcrV-FA群で 91%、PcrV-alum群で
73%、PcrV-CpG 群で 64%であり、いずれも saline-treated 群と比較して有意に改善した 
(p<0.01)。全てのマウスの体温は感染 4-8時間後に低下したが、ワクチンにより防御免疫を
得たマウスではその後回復し、24 時間後には PcrV-alum 群が最も高値となった。感染 24
時間後の肺内細菌数は、saline-treated群と比較して PcrV-FA群と PcrV-alum群で有意に
減少した (p<0.05)。Lung edema index は、saline-treated 群と比較して PcrV-FA 群と
PcrV-CpG 群で有意に低値となった (p<0.05)。MPO 値は、saline-treated 群と比較して
PcrV-FA 群、PcrV-alum 群、PcrV-CpG 群、PcrV 単独投与群で有意に低値となった 
(p<0.001)。肺の病理組織像に関しては、PcrV-FA群、PcrV単独投与群、saline-treated群
において好中球浸潤の増加、肺胞出血や肺胞構造の破壊を認めたが、PcrV-CpG 群や特に
PcrV-alum群では、上記の炎症性変化が軽度であった。 
これらの結果より、PcrVワクチンのアジュバントとして、FAだけでなく alumと CpG 
ODNでも有効な防御免疫が誘導されることが示された。抗 PcrV抗体のアイソタイプによ
る抗体価上昇度の差異は、alumが主に Th2型の免疫反応を、CpG ODNが Th1型の免疫
反応を誘導するというこれまでの知見と一致する結果であった。今回の研究では、次世代
のワクチンにおける安全なアジュバントとして注目されている CpG ODNが、アジュバン
トとして広く使用されてきた alum と同様に有効であることが示された。緑膿菌に対する
PcrV-CpGワクチンの今後の臨床応用に向けて、投与量や投与回数の最適化、より有効な投
与経路への変更などに取り組んでいく。
